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RÉSUMÉ
Mots clés ARN, snoRNA, RNT1P, Saccharomyces cerevisiae, algorithme de
recherche, SVM, génomique comparative
Ce travail concerne la recherche de snoRNA de type boîte C/D dans le génome de
Saccharo,nvces cerevisiae. La séquence transcrite présentant très peu de motifs conser
vés, il est très difficile de définir un consensus pour cette famille d’ARN. La recherche
de motifs conservés pour trouver de nouveaux snoRNAs de type C/D n’est pas adé
quate. En effet, avec les caractéristiques connues (boîtes C et D, hélice terminale), tine
recherche sur un génome relativement petit, Saccizaromyces cerevisiae, retourne des mil
liers de possibilités. Si on ajoute le motif ASE, responsable de l’interaction avec l’ARN
cible, on obtient un nombre raisonnable de candidats, mais on restreint la recherche aux
snoRNAs responsables de la méthylation sur ce même ARN.
Un motif de clivage se trouve dans le voisinage de la séquence du snoRNA trans
crite. Étant reconnu par une enzyme de type RNase III, la RNTIP, ce motif intervient
dans la maturation du snoRNA. Une caractérisation et une fouille de ce motif dans le
génome permettrait d’avoir un critère de sélection supplémentaire pour la découverte
de snoRNAs, permettant de remplacer l’ASE et ainsi d’obtenir des candidats jusque-là
ignorés.
Ayant à notre disposition des séquences de substrats à l’enzyme RNT1P, il nous a été
possible de définir des caractéristiques générales permettant de circonscrire la recherche
et d’avoir un nombre raisonnable de candidats snoRNAs. C’est un motif tige-boucle,
avec une boucle à quatre de type DGNN, dont les trois premiers appariements sont de
type Watson-Crick. Plusieurs méthodes ont été utilisées afin de caractériser davantage le
motif tetraloop : statistique d’information mutuelle, recherche de motif simple, analyse
de la structure d’hélice, classification par apprentissage machine (SVM).
Après avoir caractérisé le motif de reconnaissance à l’enzyme RNTIP, nous présen
tons une méthode de recherche des snoRNAs de type C/D en corrélation avec ce motif.
Elle se base sur la recherche de séquences et d’hélices conservées, sur la validation des
candidats par génomique comparative, et sur un algorithme de classification efficace.
iv
Cette méthode nous a permis d’identifier 32 candidats snoRNAs potentiels. De ces 32
candidats, 3 présentent une différence de concentration de transcrit similaire à la famille
des snoRNAs, faisant d’eux de bons candidats pour une validation expérimentale.
ABSTRACT
Keywords RNA, snoRNA, RNTJP, Saccharomyccs cerevisiae, searching algo
rithms, SVM, comparative genomic
This work presents a new method for the search of C/D box snoRNA in the Saccha
rontyces Cerevisiae genome. As the transcribed sequence bas very few known conserved
motifs (C box, D box, terminal stem), a search method based solely on the identification
ofsuch motifs gives rise to thousands of bits in a relatively small genome (S.cerevisiae).
An additional constraint that bas been considered in the literature to reduce this huge
number of candidates is the use of another motif, ASE, which is required for the interac
tion with the target RNA. However, the search method is then restricted to the sub-family
of C/D box snoRNAs that interacts with the given RNA.
Another characteristic of snoRNAs that bas neyer been considered in a search me
thod is the presence of a cleavage stem in the neighborhood of the snoRNA transcribed
sequence. This stem is recognized by RNTIP, an RNase III enzyme, and is essential in
the snoRNA maturation pathway. In this thesis, our objective is to characterize this motif
and to integrate it in the search for new snoRNAs.
The cleavage motif is already known, from previous studies, to be a stem-loop motif,
with a loop of the form DGNN, with the first 3 base pairs being Watson-Crick base
pairing. This stem bad to be 14-l6bp long, because of a cleavage site at one of its end.
Based on a set of experimentally validated tetraloop motifs (RNT1P substrates), we tised
different approacbes to get a more specific characterization of the tetraloop : mutual
information statistics, pattem matching, secondary structure analysis, classification by a
machine leaming approach (SVM).
We then present a new method for snoRNA search that integrates this RNTIP clea
vage motif. It is based on the search of various conserved primary and secondary struc
tures, on a comparative genomic validation method, and on an efficient clustering algo
rithm. With this novel approach, we have been able to identify 32 new substrates, 3 of
them showing a differential cellular concentration of transcripts, a pattem highly related
to snoRNA families. Those are good candidates for experimental validation.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
Le dogme central de la biologie moléculaire a été sérieusement remis en question
suite à la découverte de groupes non-codants ayant des fonctions catalytiques (ribo
zyme [411). Bien que nous connaissions l’existence d’ARN non-codant depuis la dé
couverte du nbosome et des ARNt, i cette famille fonctionnelle s’est ajoutée plusieurs
autres types de molécules (siRNA [3], microRNA [10], snoRNA [1]). Il devient clair
que l’ARN n’est pas circonscrit qu’au seul rôle d’intermédiaire entre ADN et protéine,
et l’étude des différents types d’ARN et leurs fonctions ajoute une nouvelle dimension
à la compréhension de la cellule et du génome. Comme conséquence, la recherche sur
l’ARN n’a cessé de s’amplifier ces dernières années.
Plusieurs méthodes bio-informatiques appliquées aux ARN non-codants ont été dé
veloppées dans cette optique, permettant la caractérisation ou la recherche de familles
d’ARN. En particulier, des algorithmes de recherche “sur mesure” ont été développés
afin de retrouver automatiquement les structures d’ARN les plus étudiées et les mieux
caractérisées. C’est le cas, en particulier, des structures d’ARN de transfert [42, 45], des
introns de type Jet II [281 et des snoRNAs [15, 51]. Cependant, la majorité des familles
d’ARN sont très difficiles à caractériser, et les approches automatisées de recherche per
mettent, au mieux, d’obtenir des résultats partiels. Dans ce cas, on a plutôt recours à des
méthodes plus générales, prenant en entrée une description de la molécule à rechercher,
et permettant de retrouver, dans un génome ou une base de données, tous les motifs se
conformant à cette description [23]. On peut alors essayer plusieurs descriptions pos
sibles et affiner ainsi la connaissance que l’on a de la famille d’ARN. Les méthodes
d’apprentissage sont également de plus en plus utilisées afin de générer de l’informa
tion sur des classes de moléctiles [44]. Ces méthodes, à la croisée des chemins entre
les mathématiques, les statistiques et l’informatique, permettent de cibler l’information
pertinente à la classification d’un ensemble de données.
Parmi les ARN non-codants, les snoRNAs sont retrouvés chez plusieurs espèces
2d’eucaryotes. Il en existe plusieurs familles ayant des fonctions différentes. Les caracté
ristiques principales de cet ensemble de molécules sont leur localisation dans la cellule
(au niveau du nucléole), leur interaction avec des protéines spécifiques ayant pour fonc
tion la modification de l’ARN et leur fonction de guide pour ces mêmes protéines.
Dans ce mémoire, nous nous intéressons à la famille des snoRNAs de type C/D. Ils
sont impliqués principalement dans la méthylation de certains nucléotides sur les ARN
ribosomaux. Les snoRNAs de type C/D font partie des “nouveaux” ARN fonctionnels
les plus étudiés. La famille a été caractérisée par des conservations de séquences et de
structures [1, 12, 18, 25, 30, 34, 51], et des méthodes de recherche “sur mesure” ont été
développées. En particulier, l’approche de T.Lowe et al. [51] avait permis de trouver 22
nouveaux snoRNAs de ce type chez Saccitammyces carlsbergensis, une levure proche
parente de Saccharomyces cerevisiae, laissant au plus 4 snoRNAs non découverts mé
thylant l’ARNr [511. De plus, il pourrait exister des snoRNAs méthylant d’autres types
d’ARN, ou des snoRNAs à l’état de pseudogènes ne pouvant pas être détectés par les
méthodes existantes.
Dans ce mémoire, notre objectif est de développer une nouvelle approche bio-in
formatique permettant de trouver des snoRNAs de type C/D non encore découverts par
les méthodes précédentes. Pour ce faire, nous considérons une contrainte biologique qui
n’a pas été prise en compte par les approches antérieures : la présence, en amont ou
en aval de la séquence génomique du snoRNA, d’un motif structural représentant le
signal de reconnaissance de l’enzyme de clivage RNT1P. Le logiciel de référence pour
la recherche de snoRNA de type boîte C/D, snoSCAN [51], bien qu’ayant permis de
découvrir une bonne partie de ces snoRNAs ayant un site de méthylation sur l’ARN
ribosomal, est limité à cette seule sous-famille de snoRNA de type CID. Cette approche
est restrictive puisque l’on sait que d’autres ARN peuvent aussi posséder des nucléotides
méthylés par des snoRNAs de types C/D [24]. La démarche présentée en [51] exclut
aussi que de nouvelles fonctions des snoRNAs puissent exister. Il est alors essentiel de
disposer d’une contrainte alternative permettant d’obtenir des candidats prometteurs, qui
pourront finalement être testés en laboratoire.
Le site RNT1P de reconnaissance à l’enzyme RNT1P a été étudié par l’équipe de S.
3Abou Elela [8,21,221 et celle de G.Chanfreau [26, 29, 301. Une étude de cette littérature,
de même que plusieurs entretiens avec S. Abou Elela nous a mis sur la piste d’un motif
tige-boucle, la boucle étant de type DGNN, avec pour seules contraintes sur l’hélice les 3
premiers appariements proximaux à la boucle, qui devaient être de type WC. Une grande
partie de ce projet a consisté à trouver des façons de mieux caractériser ce motif, toujours
dans le but de trouver des snoRNAs de type C/D non répertoriés.
Le travail a poilé sur le génome de Saccharomyces cerevisiae. La méthode dévelop
pée retrouve 32 nouveaux candidats snoRNAs étant sous le contrôle de maturation de
l’enzyme RNTIP dont 3 semblent très prometteurs; certains de ceux-ci pourraient se
révéler être de nouveaux snoRNAs lorsque validés en laboratoire.
Dans le chapitre 2, je présenterai les concepts biologiques qui seront l’objet de mon
mémoire. Je parlerai entre autres des snoRNAs de type C/D, du motif tetraloop, d’anno
tation de génome, et du groupe Saccharomyces.
Le chapitre 3 servira à décrire les principaux algorithmes utiles à la compréhension
de mon sujet de recherche. Les concepts de «pattem matching » et d’alignement de
séquence, ainsi que l’idée générale de Blast, une heuristique pour la recherche approchée
de séquence dans des bases de données, seront présentés.
Le chapitre 4 présente l’état actuel de la recherche en bio-informatique, et plus spé
cifiquement au champ relié à l’étude des ARN non-codants. Je présenterai 3 méthodes
appliquées à la recherche de snoRNAs et une permettant de retrouver les tetraloops asso
ciés aux snoRNAs. Je discuterai de repliement de structure, en introduisant deux des lo
giciels les plus utilisés (mFold et Vienna RNA Package). Cove sera présenté, permettant
d’en apprendre davantage sur les méthodes d’apprentissage. Enfin, on verra comment
fonctionne RNAMOTIF, une méthode générale utilisée par les biologistes.
La méthode développée sera ensuite élaborée au chapitre suivant. L’approche étant
principalement un agencement de filtres sur les snoRNAs de type C/D, chacun de ceux-ci
sera vu en détail. On verra aussi comment paramétrer les différents filtres afin d’obtenir
les résultats les plus “appropriés”.
Au chapitre 6, nous présenterons nos résultats via la méthode de T.Lowe [511, la
méthode développée par l’équipe de S. Abou Elela [181, et en analysant la concentration
d transcrit snoRNAs. Nous discuterons aussi des défauts de notre approche.
Je conclurai au chapitre 7 en sou’ignant les réalisations de mon approche.
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CHAPITRE 2
CONTEXTE BIOLOGIQUE
2.1 Introduction
J’introduis dans ce chapitre plusieurs notions biologiques utilisées dans le cadre de
ma recherche. Je parlerai tout d’abord de l’annotation génétique, je discuterai ensuite de
l’ADN et l’ARN au sens large, puis du repliement de l’ARN. J’introduirai ensuite deux
familles de molécules d’ARN qui sont de première importance dans ma recherche. Je
discuterai ensuite d’une étude ayant été faite sur le génome de Saccharomyces cerevisiae,
puis du groupe Saccharomyces. finalement,j’introduirai certaines définitions utiles lors
de l’analyse de mes prédictions.
2.2 Annotation génétique
Un des champs d’étude de la bio-informatique est l’annotation de génome. Cette
procédure consiste à regrouper des portions de génome ayant des fonctions similaires,
donc faire une classification. Cette méthode permet d’ajouter de l’information, utilisée,
par exemple, dans une analyse de candidats provenant d’une méthode de prédiction de
promoteurs de gènes. Dans cet exemple, on peut se limiter aux régions en amont ou
en aval de gènes exprimés, donc aux UTR (UnTranslated Region). Plusieurs régions
génétiques existent, je définis subséquemment les régions utilisées dans le cadre de ma
recherche
— ORF : Open Reading frame. Toute séquence d’ADN ou d’ARN qui peut être
traduite en une protéine. Définie généralement comme la portion de la séquence
partant du codon d’initiation, et se terminant au codon stop.
— Exon : Portion du transcrit d’ARN qui, suite à l’épissage, reste dans le transcrit.
Ces sous-sections de la séquence sont donc responsables du codage de la protéine.
—
Gène non-codant: Gène sous le contrôle d’un promotteur permettant son expres
sion, mais qui ne possède pas de ORF (Open Reading frame). Ce gène ne code
6donc pas pour une protéine.
— FoÏvcistron $ ARNm contenant l’information génétique pour plusieurs molécules
(protéine, ARN fonctionnels). Retrouvé principalement chez les procaryotes, mais
les snoRNAs ont cette organisation chez la levure.
— Intron: Segments de l’ARN qui sont soustraits de la séquence lors de l’épissage.
Ils ne participent pas à la traduction en protéines.
— UTR : UnTranslated Region. Région non-traduite. Région de l’ARNm en amont
ou en aval de la séquence codante, qui va généralement contenir des promoteurs
ou des éléments modifiant le degré de traduction en protéines de la séquence.
2.3 ADN et ARN
Dans une cellule, qu’elle soit eucaryote ou procaryote, il existe plusieurs types de
biopolymères : ADN, ARN et protéines pour ne nommer que ceux-ci. Une séquence
d’ADN est une suite de quatre nucléotides : adénine, cytosine, guanine et thymine, repré
sentés schématiquement par leurs bases azotées : A, C, G, T. Les composantes principales
d’un nucléotide sont : un sucre (le désoxyribose dans le cas de l’ADN et le ribose dans
l’autre), et une base azotée. La fonction de l’ADN est de stocker l’information génétique
de la cellule. Toutes les fonctions d’une cellule, de même que certains aspects physio
logiques, sont dérivées de cette information génétique. Chez les eucaryotes, l’ADN est
circonscrit au noyau, dans les mitochondries et les chloroplastes. Afin que les fonctions
cellulaires soient préservées, l’ADN doit être transcrit en une autre macro-molécule ap
pelée ARN. L’ARN se différencie de l’ADN par le fait qu’elle possède un ribose au lieu
d’un désoxyribose, et que la thymine (T) est remplacée par l’uracile (U). On parle de
biopolymère d’ADN ou d’ARN car une chaîne moléculaire peut être construite lorsque
l’on raccorde les nucléotides entre eux par des liens 3’ phosphodiester, via une enzyme
appelée ARN ou ADN polymérase.
L’ARN joue un rôle capital dans la cellule : il sert d’intermédiaire entre l’ADN et
les molécules effectives que sont les protéines. Il agit donc comme le véhicule de l’in
formation génétique. L’information contenue dans sa chaîne permet un arrangement très
7précis des acides aminés dans la protéine. C’est pourquoi nous appelons ce type de mo
lécule ARN messager (ARNm). Il existe plusieurs raisons à l’utilisation d’une molécule
intermédiaire entre notre génome, encodé dans l’ADN, et les protéines : la régulation
de la quantité de protéines en est une, la protection de l’ADN contre les mutations et
délétions en est une autre. Une troisième raison primordiale est que l’ARN n’est pas
circonscrit qu’au seul rôle de messager. En effet, il existe d’autres familles d’ARN dits
“non-codants”. En particulier, le ribosome, cette machine biologique impliquée dans
la fabrication des protéines, est composé à 66% d’ARN. Plus récemment, on a aussi
retrouvé de l’ARN qui pouvait agir comme une enzyme en ayant un pouvoir cataly
tique [41]. L’ARN peut même adopter des structures conformationnelles les rendant
aptes à être reconnues par des enzymes de clivage, permettant ainsi de l’épissage alter
natif, et un meilleur contrôle de la transcription. Certains auteurs ont repris le concept de
“monde d’ARN” de Gilbert [53], non pas pour expliquer expliquer les origines de la vie
via ces nouveaux rôles de l’ARN, mais bien pour caractériser ces fonctions complexes,
et montrer l’importance de l’ARN dans la cellule.
L’ARN messager code pour les protéines. Chaque triplet d’une séquence codante est
appelée “codon” et code pour un acide aminé particulier. On dit qu’ il y a dégénérescence
du code génétique car on a 4=64 codons différents mais seulement 20 acides aminés;
un même acide aminé est donc codé par plusieurs codons différents. Généralement, une
traduction (transposition codon vers biopolymère d’acides aminés rendu possible par le
ribosome) s’effectue lorsque le codon méthionine (AUG) est rencontré. Le ribosome va
ensuite traduire la suite de codons jusqu’au codon stop (UGA, UAG, UAA).
2.4 Structure secondaire de l’ARN
L’ARN se replie dans l’espace grâce à des appariements (ou paires de bases, notées
pb dans le texte) entre les nucléotides, les plus stables étant les appariements Watson
Crick (WC) (A,U) et (C,G). D’autres appariements, dits non-canoniques, peuvent éga
lement se former, le plus fréquent étant l’appariement (G, U) appelé wobble. Ces ap
pariements sont rendus possibles grâce à des interactions appelées ponts hydrogènes.
$Elles impliquent des donneurs d’hydrogènes, comme les groupements NH ou NH2 et
des groupements accepteurs comme N ou O. Ces interactions transforment la structure
linéaire du biopolymère en une structure en trois dimensions. La structure secondaire est
une représentation schématique du repliement 3D de la molécule, intermédiaire entre la
structure linéaire et tertiaire. Elle tient compte de la nature des nucléotides impliqués,
mais ne permet pas de savoir quelles faces des nucléotides se retrouvent exposés au sol
vant. Je donne ci-dessous une définition rigoureuse généralement utilisée de la structure
secondaire d’ARN.
Soit S si une séquence d’ARN (suite de A, C, G, U). On note (sj,sj) un
appariement entre deux bases s1 et s. Une structure secondaire % de S est une suite
d’appariements et de bases non appariées, vérifiant les conditions suivantes:
I. Pas de chevauchement : si s est appariée avec s, alors s1 n’est appariée avec
aucune autre base. Autrement dit 9 ne peut pas contenir deux appariements dif
férents (s,s) et (S,Sk).
2. Pas de pseudo-noeuds : pour tout indice h < i < j < k, % ne peut pas contenir à
la fois (a,,a) et (a,ak).
3. Pas de tournants brusques : si (a,aj) est dans 9, alors j — i > 3. Autrement dit,
une boucle finale contient au moins 3 nucléotides.
En réalité des structures d’ARN peuvent contenir des chevauchements ou des pseudo
noeuds. Cependant de telles interactions sont généralement considérées comme des in
teractions tertiaires. Un exemple de structure secondaire est Ieprésenté à la figure 2.1.
Les différentes méthodes de caractérisation, de repliement et de recherche de struc
tures secondaires nécessitent de subdiviser la structure en un ensemble de sous-structures.
La structure élémentaire la plus connue est la tige-boucle, formée d’une hélice et d’une
boucle (qui doit être d’au moins 3 nucléotides conformément à la contrainte 3 ci-dessus).
Les autres structures élémentaires les plus utilisées sont les «bulges », les boucles in
ternes et les boucles multiples. Ces différentes sous-structures sont illustrées à la fi
gure 2.2.
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Figure 2.1 — Exemple d’un ARN de transfert pour la phénylalanine chez la levure (fi
gure I de l’article [47]). La séquence est composée de 76nt. Les nucléotides autres que
les caractères normaux sont des nucléotides modifiés, par exemple )v :pseudouridine et
m2G :2’-O-méthylguanosine.
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Figure 2.2 — Exemple de différents motifs de structure secondaire (figure du livre [35]).
(A) : une tige-boucle, (B) : une boucle interne, (C) un «bulge» et (D) une boucle
multiple (« multibranch loop »).
(B)(A)
N
N
(C) s, ‘
I0
2.5 SnoRNA
Chez Sacchammyces cerevisiae, la plupart des snoRNAs sont transcrits comme des
unités indépendantes (gène non-codant) ou en transcrits polycistroniques. Seulement 7
des 66 snoRNAs connus sont dans des introns de gènes codant pour les protéines riboso
males, confirmant indirectement dans ces cas-là leur association avec le ribosome [181.
Un snoRNA est un ARN qui se retrouve dans le nucléole, complexé avec des protéines
pour former le snRNP (« Small Nuc]eolar RiboNucleoParticle) ». Le nucléole est un or
ganelle multifonctionnel du noyau intervenant dans la maturation de différentes classes
d’ARN cellulaires [341. À ce jour, on peut distinguer trois classes de snoRNA: la famille
MRP/7-2 avec, pour seule molécule, MRP/7-2, la famille à boîtes C/D, et la famille à
boîtes H/ACA.
B)
35—200n
Figure 2.3 — Structure consensus du snoRNA de type boîte CID.
Dans le cadre de ce mémoire, les snoRNAs qui nous intéressent sont les snoRNAs de
type CID. Ils sont impliqués principalement dans la méthylation de certains nucléotides
sur les ARNs ribosomaux et les snRNAs. Leur séquence a une taille variant de 70 à
250 nucléotides, et est caractérisée par deux motifs conservés, soit la boîte C (consensus
{A, U}UGAUGA) et la boîte D (consensus CUGA), ainsi que par une hélice terminale
qui ferme la molécule (voir la Figure 2.3). Selon les données d’alignement obtenues du
site web de T.Lowe [41, 122 snoRNAs sur 236 possèdent exactement le consensus de la
boîte C (181 sur 236 pour la boîte D). Une autre caractéristique commune est la distance
inter-boîtes; elle varie de 35 à 200 nucléotides, et peut contenir des copies imparfaites
5Ont
4—8pb -
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(avec erreurs) des boîtes C et D, appelées C’ et D’ [511. Le dernier élément d’intérêt
est le motif antisens (ASE), qui est complémentaire à la zone de méthylation sur l’ARN
cible. Le motif antisens sert à positionner la boîte D du snoRNA à 5 nucléotides de la
base à méthyler sur l’ARN cible [12], permettant aux protéines accessoires de méthyler
celui-ci. Le motif ASE se retrouvera donc toujours directement en 5’ de la boîte D ou
D’.
Les snoRNAs ne semblent pas adopter de structure secondaire précise. Les mo
tifs conservés de cette famille sont requis pour la localisation de la molécule dans le
noyau, son accumulation et son association avec le complexe de particules formant le
snRNP [51]. Ce sont ces caractéristiques des snoRNAs qui sont à la base des méthodes
existantes de recherche automatique.
La méthylation est un traitement post-transcriptionnel fréquemment observé sur cer
taines séquences de nucléotides. Les snoRNAs de type C/D sont impliqués dans la
2’—O—méthylation, caractérisée par l’ajout d’un groupement méthyl à l’oxygène an
noté 2’.
Dans le génome de la levure Saccharomyces cerevisiae, le nombre de sites de méthy
lation sur l’ARN ribosomal est de 55, 51 de ceux-ci étant associés à 41 snoRNAs [511.
Toutefois, à l’heure actuelle, on dénombre 46 snoRNAs de type CID chez Saccharo
myces cerevisiae [l9J. Ces snoRNAs sont donc responsables de la méthylation d’autres
type d’ARNs.
Chez l’homme, le nombre de nucléotides 2’—O—méthylés est de 100. Présentement,
50 snoRNAs de type CID [32] ont été identifiés. Une étude récente suggère que 202
rétrogènes de snoRNAs de type H/ACA seraient présents chez l’homme [54j. Les rétro
gènes sont des fragments d’ADN répétitifs qui sont insérés dans les chromosomes après
une rétrotranscription de n’importe quelle molécule d’ARN [36]. Cette étude souligne le
fait que le nombre de rétrogènes snoRNA chez l’homme peut être beaucoup plus grand
qu’on ne le soupçonne et pourrait nous forcer à revoir notre façon de créer des modèles
de recherche. Aucune étude concernant les rétrogènes de snoRNAs de type C/D chez
l’homme n’a été publiée à ce jour.
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2.6 Tetraloop
Une autre particularité commune à pratiquement tous les snoRNAs, que ce soit de
type C/D ou H/ACA, est la présence, en amont ou en aval de la séquence transcrite, à
une distance variant de 100 à 200nt [30]etal, d’une séquence qui se replie pour former
un motif en forme de tige-boucle (figure 2.5), que l’on appellera «tetraloop ». C’est
un élément régulateur qui intervient dans le processus de maturation des snoRNAs. Il
est reconnu par un enzyme de clivage particulier. Dans le génome de Saccharomyces
cerevisiae cet enzyme est appelé RNTIP. On sait, d’après Chanfreau etal [30], que la
voie de transformation associée à RNT1P doit exister chez les autres levures , mais on
ne sait pas si cette voie est conservée dans d’autres règnes du vivant. Par contre, on sait
qu’il existe des snoRNAs et un homologue de l’enzyme RNTIP chez l’humain.
Voici quelques définitions utiles à la compréhension de la suite.
— RNase Type d’enzyme qui catalyse le clivage d’ARN. Il en existe trois types (1,
II et III). La RNase III est une famille regroupant des endonuc]éases qui clivent
l’ARNr (petite et grande sous-unités) de transcrits eucaiyotiques.
— Endoizuctéase : Enzyme qui clive à l’intérieur d’une séquence d’ADN ou d’ARN,
parfois grâce à la reconnaissance d’un motif particulier.
— Exonucléase Enzyme qui clive Int à la fois à une extrémité libre d’ADN ou
d’ARN.
Le RNTIP est le seul représentant de la famille des RNases III chez Saccharoinyces
cerevisiae [26]. Bien que la plupart des Rnases III bactériennes et eucaryotiques clivent
l’ARN de façon non-spécifique, la présence de la tetraloop se terminant par une boucle
AGNN est un déterminant fort pour l’appariement et le clivage par RNTIP [26]. Les en
zymes qui se rapprochent le plus chez l’humain de RNTIP sont DICER et DROSHA. La
première est localisée dans le cytosol alors que la seconde est dans le noyau. DROSHA
est impliquée dans la maturation de microRNA de la même façon que l’implication de
RNTIP dans la maturation des snoRNAs chez la levure [5, 38, 431.
Un site de reconnaissance à l’enzyme RNTIP est une tetraloop avec le motif (AGNN)
suivie d’une hélice de taille variable, mais dont les 3 premiers appariements sont de type
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Watson-Crick. Ce motif est reconnu par l’enzyme RNTIP, qui vient s’y fixer, via son
UsRBD (< Double Stranded RNA Binding Domain », ou domaine de liaison à l’ARN
double brin) pour ensuite cliver le transcrit d’ARN. Cette molécule sera ensuite modifiée
à ses extrémités 3’ et 5’ via des exonucléases [30](modiflcation post-transcriptionnelle)
pour devenir un snoRNA mature.
Toutes les enzymes de type RnaseIII requièrent 12-16 pb (environ un à un tour et
demi d’une hélice d’ARN de type A) pour se lier à leur substrat. De plus, l’étude menée
par Lamontagne et al. [21] démontre que la distance minimale de clivage serait de 14
ph à partir de la tetraloop, c’est-à-dire à 35.42 Àngstfiim (2,53 Àngstrôm d’élévation
par ph). Le modèle de recherche doit donc pouvoir chercher des motifs qui pourraient
avoir des bulges dans la boucle, permettant ainsi d’avoir la même distance entre le site de
clivage et la boucle, tout en ayant des nucléotides libres. De plus, des interactions longue
portée (< long range interaction») ont été observées dans certains motifs [18]. De telles
interactions se produisent lorsqu’une portion de la séquence sort de la conformation
hélice, et forme une boucle multiple (diagramme (D) de la figure 2.2). On obtient donc
une hélice perpendiculaire à l’hélice principale. Cette portion de la structure secondaire
peut être longue de plusieurs dizaines de bases, comme le montre la figure 2.4.
Les récentes études sur le site de reconnaissance semblent indiquer que ce soit une
conservation de la structure de l’hélice et non une conservation dans la séquence qui soit
à l’origine de la reconnaissance par l’enzyme. Même le G central dans la tetraloop, qui
semble universel, peut être remplacée par une adénine et le motif peut quand même être
reconnu par l’enzyme [18]. La gamme des substrats de cette enzyme est donc large, et il
est difficile de cerner les composantes communes.
Dans le cadre de ce mémoire, nous nous concentrerons sur les sites RNTIP présen
tant une boucle DGNN, D étant le symbole pour tous les nucléotides sauf la cytosine, et
nous étudierons la façon de les caractériser afin de mieux cerner les occurrences en rela
tion avec les snoRNAs. Le choix particulier de la boucle est dQ au fait qu’aucun substrat
connu n’était de type CGNN. On met donc de côté les concepts de NRNN tetraloop, R
étant le symbole pour les purines (adénine et guanine), ainsi que de «long range interac
tion », car ceux-ci introduiraient trop de bruit dans nos résultats. De plus, comme il sera
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figure 2.4 — Description d’un motif présentant un «long range interaction» (figure 2
de [1$]). Un snoRNA, Snr53, se retrouve à l’intérieur du motif tetraloop. Cl, C2 et C3
indiquent les endroits de clivage.
présenté en section 5.3, rechercher une hélice de la même taille que le motif dans la litté
rature (l6pb, de la boucle au site de clivage), introduit trop de bruit dans notre approche.
Une taille inférieure (8-9pb) nous permet d’avoir un meilleur contrôle sur les candidats
finaux. Nous souhaitons pouvoir trouver de nouveaux snoRNAs, quitte à perdre un peu
en sensibilité.
2.7 Concentration cellulaire du transcrit snoRNA
Selon l’équipe de S. Abou Elela, 44 des 66 snoRNAs connus sont traités durant
leur phase de maturation par l’enzyme RNTIP [18]. Le modèle général à ce traitement
implique le motif de clivage à l’enzyme, et le transcrit snoRNA produit dans une cellule
A RNT (l’enzyme RNTIP est non-fonctionnelle) présente une taille différente d’une
cellule sauvage. La figure 2.6 présente ce profil. La façon de visualiser cette information
consiste à utiliser des données de «tiling anay ».
Un «tiling array» est une micro-puce permettant de mesurer la concentration de
transcrits de gènes à un temps donné dans une cellule [14]. Cette micro-puce contient
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Figure 2.6
— Modèle de maturation des snoRNAs via la représentation schématique de son transcrit. Le
signal de clivage à l’enzyme RNTIP se trouve ici en amont du snoRNA. B et D présentent la concentra
tion de transcrit, mesurée par les micro-puces, en fonction de la position sur la séquence génomique. A)
Présentation d’un transcrit typique portant le snoRNA et le motif tetraloop, le site de clivage étant de 14
à l6pb de la boucle. B) Présentation d’un profil pour une cellule A RNT, ou lorsque le motif de clivage
est absent (la séquence n’est pas clivée). C) Clivage du motif par l’enzyme et dégradation (les portions
ombragées) du transcrit. D) Différence de concentration cellulaire entre le snoRNA et son signal tetraloop
dû au clivage par RNTIP et de la dégradation subséquente du signal tetraloop.
Figure 2.5 — Structure recherchée pour le «tetraloop ».
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